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細 胞 内 に は 細 胞 骨 格 と 呼 ば れ る フ ィ ラ メ ン ト （ 繊 維 ） 状 の タ ン パ ク 質 が 網
目 構 造 を 形 成 し て 存 在 し て お り 、 細 胞 の 形 の 形 成 や 細 胞 運 動 等 に 関 与 し て い
る 。 タ ン パ ク 質 や RNA な ど の 生 体 分 子 の 多 く は 、 細 胞 内 で こ の 網 目 状 の 構
造 物 に 衝 突 し な が ら ブ ラ ウ ン 運 動 に よ る 拡 散 で 移 動 し つ つ 機 能 す る 。 細 胞 内
で の 分 子 の 移 動 の し 易 さ は 、 細 胞 骨 格 な ど の 構 造 物 や 他 の 分 子 の 混 み 具 合
（ crowding  e f f ec t）等 の 細 胞 内 微 小 環 境 に 影 響 さ れ る 。従 っ て 、細 胞 内 で の
生 体 分 子 の 機 能 を 理 解 す る た め に は 、 微 小 環 境 を 明 ら か に す る 必 要 が あ る 。  
と こ ろ で 細 胞 骨 格 は 、 そ の 構 成 単 位 で あ る タ ン パ ク 質 分 子 （ 単 量 体 ） が 重
合 し た タ ン パ ク 質 複 合 体 （ 多 量 体 ） と し て 形 成 さ れ る こ と が 多 い 。 代 表 的 な
細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 で あ る ア ク チ ン は 、 重 合 ・ 脱 重 合 を し て フ ィ ラ メ ン ト の
長 さ を 調 節 す る こ と で 筋 肉 構 造 を 形 成 し た り 、 細 胞 運 動 を 引 き 起 こ し た り す
る 。 精 製 単 離 し た ア ク チ ン で も 、 試 験 管 内 で 重 合 さ せ る こ と が 出 来 る 。 そ の
際 、 100 量 体 以 上 （ 長 さ に し て サ ブ μm 以 上 ） の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト に つ
い て は 、 長 い ほ ど 指 数 関 数 的 に 数 濃 度 が 減 少 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か
し 、 数 量 体 か ら 10 量 体 程 度 の ア ク チ ン 多 量 体 の 数 濃 度 は 、 重 合 機 構 に 係 る
重 要 な 問 題 で あ る に も か か わ ら ず 、未 だ に 明 ら か に さ れ て い な い 。本 論 文 は 、
上 記 の ２ つ の 問 題 を 明 ら か に す る た め 、 ま ず 、 蛍 光 相 関 分 光 法 （ FCS） を 用
い て 細 胞 質 、核 質 、核 小 体 な ど の 細 胞 内 の 局 所 領 域 に お け る GFP（ 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 ） の 拡 散 運 動 を 測 定 し 、 次 に フ ォ ト ン カ ウ ン テ ィ ン グ ヒ ス ト グ ラ
ム（ PCH）を 用 い て 、溶 液 中 に お け る ア ク チ ン 多 量 体 の 数 濃 度 分 布 を 明 ら か
に し た も の で あ る 。  
 第 1 章 で は 本 研 究 の 背 景 及 び 、 光 学 顕 微 鏡 技 術 （ FCS と PCH） を 使 用 し
た 実 験 法 の 生 体 分 子 研 究 へ の 応 用 例 や 本 研 究 の 概 要 に つ い て 述 べ ら れ て い る 。 
 第 2 章 で は 光 学 顕 微 鏡 技 術 の 詳 細 が 、特 に 本 研 究 で 使 用 し た 実 験 装 置 を 中
心 に 述 べ ら れ て い る 。本 研 究 で は FCS と PCH の 2 つ の 光 学 顕 微 鏡 技 術 が 使
わ れ て い る が 、 2 つ と も 共 焦 点 光 学 系 が 用 い ら れ て い る 。 共 焦 点 光 学 系 の 観
察 領 域 は 、 XY 方 向 は 光 の 回 折 限 界 に 近 い 円 形 （ 直 径 340  nm） で 、 Z 軸 方 向
は 楕 円 形 （ 長 軸 方 向 1 .7  μm） の 微 小 な 3 次 元 空 間 と な る 。 FCS は こ の 微 小
領 域 を 通 過 す る 分 子 が 発 す る 蛍 光 の 時 間 変 化 を 分 析 し 、 領 域 内 の 平 均 粒 子 数
と 拡 散 時 間 を 求 め る 方 法 で あ る 。PCH は 微 小 領 域 か ら の 蛍 光 強 度 の ヒ ス ト グ
ラ ム を と り 、 平 均 粒 子 数 と 粒 子 の 明 る さ を 求 め る 方 法 で あ る 。  
 第 3 章 で は FCS を 用 い て 蛍 光 タ ン パ ク 質 GFP の 拡 散 を 調 べ 、 細 胞 内 微 小
環 境 を 評 価 し た 結 果 に つ い て 述 べ ら れ て い る 。 細 胞 内 で は 様 々 な 分 子 の 移 動
や 反 応 が 起 き て い る が 、 細 胞 骨 格 や 分 子 の 混 み 具 合 の た め 、 細 胞 内 の 場 所 に
よ っ て 拡 散 に 違 い が あ る 。こ の よ う な 細 胞 内 の 微 小 環 境 の 違 い は 、細 胞 分 裂 、
食 作 用 、 細 胞 運 動 、 細 胞 内 輸 送 な ど の 細 胞 の 活 動 に 重 大 な 影 響 を 及 ぼ す 。 し
た が っ て 、 タ ン パ ク 質 な ど の 生 体 分 子 の 機 能 を 明 ら か に す る た め に は 、 微 小
環 境 内 で の 拡 散 の 性 質 を 知 る 必 要 が あ る 。本 章 で は HeLa 細 胞 内 に GFP を 発
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現 さ せ 、 FCS を 用 い て 細 胞 質 、 核 質 （ 核 内 の 核 小 体 以 外 の 部 分 ）、 核 小 体 中
に お け る GFP の 拡 散 を 定 量 し 、そ の 微 小 環 境 を 評 価 し た 。HeLa 細 胞 中 の 蛍
光 タ ン パ ク 質 の 拡 散 運 動 は 速 い 拡 散 と 遅 い 拡 散 の 2 種 類 の ブ ラ ウ ン 運 動 で 記
述 さ れ る こ と が 分 か っ た 。 37℃ で の 細 胞 質 、核 質 、核 小 体 で の 速 い 拡 散 の 拡
散 定 数 は 水 溶 液 中（ 126  μm 2 /sec）の 1 /2 か ら 1 /3 だ っ た 。23℃ で の 細 胞 質 と
核 質 で の 速 い 拡 散 は 水 溶 液 中 （ 87  μm 2 /sec） の 1 /3 で 、 核 小 体 で は 1 /8 で あ
り 、場 所 に 依 存 す る こ と が 示 さ れ た 。核 小 体 で の GFP の 拡 散 定 数 は 本 研 究 で
初 め て 測 定 さ れ た も の で あ る 。 以 上 の 結 果 は 、 タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 で 比 較 的
自 由 に 拡 散 し て い る こ と を 示 し て い る 。遅 い 拡 散 は 水 溶 液 中 の 1 /30 か ら 1 /60
程 度 の 速 さ だ っ た が 、23℃ で は そ の 割 合 が 0 か ら 3％ だ っ た 。し か し 、HeLa
細 胞 の も と も と の 活 動 温 度 で あ る 37℃ で は 割 合 が 3 か ら 13％ ま で 上 昇 し た 。
特 に 核 小 体 と 核 質 で は 、 遅 い 拡 散 の 割 合 と 温 度 依 存 性 が 異 な る こ と が 本 研 究
で 初 め て 明 ら か に さ れ た 。 遅 い 拡 散 は 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 の 構 造 物 と 相
互 作 用 （ 結 合 ・ 解 離 ） す る こ と で 生 じ る の で は な い か と 考 え ら れ る が 、 こ の
結 果 は 細 胞 内 の 微 小 環 境 が 温 度 や 場 所 に 大 き く 依 存 し て い る こ と を 示 唆 し て
い る 。  
 第 4 章 で は 、溶 液 中 に お け る ア ク チ ン 多 量 体 の 数 濃 度 分 布 を 、PCH を 用 い
て 調 べ た 結 果 が 述 べ ら れ て い る 。 精 製 し た ア ク チ ン を 塩 濃 度 の 高 い 重 合 溶 液
に 入 れ る と 、 タ ン パ ク 質 濃 度 に 依 存 し て フ ィ ラ メ ン ト を 形 成 す る 。 こ の 際 、
臨 界 濃 度 と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 濃 度 を 超 え た 分 の ア ク チ ン が フ ィ ラ メ ン ト を
形 成 す る 。 フ ィ ラ メ ン ト と 重 合 し て い な い ア ク チ ン と は 共 存 し て 平 衡 状 態 に
あ り 、 フ ィ ラ メ ン ト の 端 で は ア ク チ ン が 絶 え ず 重 合 ・ 脱 重 合 を し て い る 。 し
か し 、 数 量 体 程 度 の 大 き さ の ア ク チ ン 多 量 体 に つ い て は 、 何 量 体 が ど の よ う
な 割 合 で 存 在 す る の か と い う 分 布 が こ れ ま で 明 ら か で な か っ た 。 本 研 究 で は
こ の 分 布 を PCH で 調 べ た 結 果 が 述 べ ら れ て い る 。 単 量 体 の 状 態 と フ ィ ラ メ
ン ト の 状 態 で 明 る さ の 変 わ ら な い 色 素 で ア ク チ ン を 染 色 し 、 単 量 体 の 明 る さ
を 求 め た 。こ れ を も と に 、単 量 体 の n 倍 の 明 る さ を も つ 粒 子 を n 量 体 と み な
し て 重 合 溶 液 中 で の 数 濃 度 分 布 を 求 め た 。 そ の 結 果 、 重 合 溶 液 中 で は 1-5 量
体 の ア ク チ ン が 主 に 存 在 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 多 量 体 の 分 布
は 1-5 量 体 と 6-100 量 体 の ２ つ の 指 数 分 布 に 分 か れ る こ と が 分 か っ た 。  
第 5 章 で は 、第 4 章 で 得 ら れ た デ ー タ を 大 沢（ 文 夫 ）ら の ア ク チ ン 重 合 の
理 論 に 基 づ い て 解 析 し た 結 果 が 述 べ ら れ て い る 。 こ の モ デ ル で は ア ク チ ン の
状 態 と し て モ ノ マ ー 、直 線 状 重 合 体 、ら せ ん 状 重 合 体 の 3 種 類 の 状 態 を 考 え
る 。 電 子 顕 微 鏡 な ど で の 観 察 か ら 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト は 二 重 ら せ ん 構 造
で 、 長 い フ ィ ラ メ ン ト ほ ど 指 数 関 数 的 に 数 濃 度 が 減 少 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 そ こ で 、 と も に 指 数 分 布 を 示 し て い る 10-100 量 体 を ら せ ん 状 重 合 体 、
1-5 量 体 を 直 線 状 重 合 体 と 仮 定 し て 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 直 線 状 重 合 体
と モ ノ マ ー と の 間 の 平 衡 定 数 K が (5 .2±1 .1 )×10 6  /M と 求 ま っ た 。 モ デ ル に
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よ れ ば 、ら せ ん 状 3 量 体 は 、直 線 状 3 量 体 と 比 べ て ね じ れ る 分 だ け 余 分 な 自
由 エ ネ ル ギ ー が 必 要 と な り 、直 線 状 3 量 体 に 対 す る ら せ ん 状 3 量 体 の 割 合 γ
が 1 よ り 小 さ い と 考 え ら れ て い る 。事 実 、γ の 値 を 実 験 結 果 か ら 求 め る と (3 .6
±2 .3 )×10 - 2 だ っ た 。ま た 、ら せ ん 状 重 合 体 に 結 合 す る モ ノ マ ー は 、ら せ ん 構
造 の 端 に 存 在 す る 2 個 の ア ク チ ン 分 子 に 結 合 す る こ と に な る た め 、直 線 状 重
合 体 よ り 結 合 し や す く な る と 考 え ら れ て い る 。 解 析 の 結 果 、 ら せ ん 状 重 合 体
と モ ノ マ ー と の 間 の 平 衡 定 数 K h は (1 .6±0 .5 )×10 7  /M（ こ の 逆 数 で あ る 60  
nM が 、 ア ク チ ン 重 合 の 臨 界 濃 度 に 対 応 す る ） と 求 め ら れ 、 直 線 状 重 合 体 の
場 合 と 比 べ て 3 倍 程 度 結 合 し や す く な っ て い る こ と が 示 さ れ た 。こ れ ら の 結
果 か ら 、直 線 状 3 量 体（ 重 合 核 ）が ら せ ん 状 3 量 体 に な る の に 必 要 な 余 分 な
自 由 エ ネ ル ギ ー が 2 .0  kca l /mo l と 計 算 さ れ た 。こ こ で は 重 合 核 を 3 量 体 と 仮
定 し て 解 析 し た が 、 直 線 状 か ら ら せ ん 状 重 合 体 へ の 転 移 は 5-7 量 体 で 起 こ る
こ と が 分 か っ た 。  
 第 6 章 で は 本 論 文 の ま と め と 今 後 の 展 望 に つ い て 述 べ ら れ て い る 。  
以 上 で 述 べ た よ う に 、 本 申 請 者 は 、 １ ） FCS を 用 い て 異 な る 細 胞 内 領 域 、
異 な る 温 度 に お い て GFP の 拡 散 を 丁 寧 に 計 測 し 、細 胞 内 微 小 環 境 を タ ン パ ク
質 の 拡 散 と い う 観 点 か ら 研 究 し た 。23℃ に お い て 核 質 と 核 小 体 で は 、GFP の
見 か け の 拡 散 定 数 が そ れ ぞ れ 水 中 の 1 /3、1 /8 に 減 少 す る こ と を 示 し 、核 質 と
核 小 体 に お け る タ ン パ ク 質 分 子 の 拡 散 の 違 い を 初 め て 明 ら か に し た 。 ま た 、
核 小 体 に お い て は 、 水 溶 液 中 の 1 /30 か ら 1 /60 の 拡 散 定 数 を 持 つ 遅 い 拡 散 成
分 が 、 23℃ か ら 37℃ に な る に つ れ 3％ か ら 13％ に 増 加 す る こ と を 示 し 、 核
小 体 の 微 小 環 境 が 温 度 に 依 存 し て 変 化 す る こ と も 明 ら か に し た 。 続 い て 申 請
者 は 、 ２ ） PCH を 用 い て 重 合 溶 液 中 の ア ク チ ン 多 量 体 の 数 濃 度 分 布 を 調 べ 、
主 に 1-5 量 体 の ア ク チ ン が 存 在 し て い る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 多 量 体 の 数
分 布 が 1-5 量 体 と 6-100 量 体 の 2 つ の 指 数 分 布 に 分 か れ る こ と を 明 ら か に し
た 。 こ れ ら の 結 果 を 大 沢 ら の ア ク チ ン 重 合 の 理 論 に 基 づ い て 解 析 し 、 K、 γ
な ど の 基 本 的 な パ ラ メ ー タ ー の 値 を 実 験 的 に 求 め る こ と に 成 功 し た 。 大 沢 ら
の 理 論 が 発 表 さ れ て か ら 40 年 以 上 経 過 す る が 、 以 上 の 数 値 を 実 験 的 に 求 め
た 前 例 は な く 、ア ク チ ン 重 合 機 構 の 解 明 に 大 き く 貢 献 し た も の と 評 価 で き る 。 
 よ っ て 、 本 論 文 は 博 士 （ 理 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。  
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